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Verfahren und Mittel zum Nachvreis von Listerien 

Die Erfindung betrifft Mittel und Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Listeria, insbesondere von L. monocyto- ■ 
genes . 

Die Mitglieder der Gattung Listeria sind grampositive 
stabchenf ormige Bakterien, die ubiquitar vorkommen . Zu dieser 
Gattung gehoren sieben verschiedene Arten: L. monocytogenes, 
L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. innocua, L. mur- 
rayi und L.. grayi . Von diesen ist nur L. monocytogenes patho- 
gen fur Menschen, gefahrdet sind insbesondere Neugeborene, 
Schwangere und Altere, sowie Patienten unter Immunsuppres- 
sion. Haufig verlaufen Infektionen mit L. monocytogenes 
todlich. 

Die Ursache fur Infektionen mit Listerien sind haufig konta- 
minierte Lebensmittel, in denen sich die Keime selbst bei 
niedrigen Temperaturen urn 4 °C vermehren konnen. So wurden 
verschiedene Listerien-Epidemien auf den Verzehr von kontami- 
nierten Nahrungsmitteln, wie z.B Rohmilch, Kase Oder Kraut- 
salat, zuruckgef iihrt . Schnelle Nachweisverf ahren fur den 
Nachweis von Listerien, insbesondere in Lebensmitteln oder 
klinischen Proben, sind also dringend erf orderlich. Diese 
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Verfahren nrussen zudem zwischen L. monocytogenes und den 
nicht -humanpathogenen Arten unterscheiden konnen . Weiterhin 
ist erforderlich, dafi alle Varianten der humanpathogenen Art 
L. monocytogenes nachgewiesen werden konnen. 

Der Nachweis von L. monocytogenes erfolgt in bekannter Weise 
mittels Verfahren, die auf der Kultur der Mikroorganismen 
beruhen. Das in Int. J. Food Microbiol. 4 (1987), 249-256 
beschriebene Verfahren dauert zwei Wochen. Ein etwas schnel- 
leres Verfahren wird von der International Dairy Foundation 
(IDF) empfohlen; es dauert aber mindestens 6-8 Tage . Beide 
Verfahren sind wegen ihrer Dauer fur eine schnelle Identifi- 
zierung ungeeignet. Beide Verfahren sind zudem arbeitsinten- 
siv, da fur die Gewinnung von Einzelkolonien Nahrmedien 
mehrfach inokuliert werden mussen, und da anschlieftend die 
Isolate mittels biochemischer und serologischer Unter- 
suchungsmethoden charakterisiert werden miissen. 

Die bisher auf dem Markt befindlichen immunologischen Tests 
dauern zwar nur wenige Stunden, erlauben jedoch nicht die 
wichtige Unterscheidung zwischen verschiedenen Arten von 
Listerien. Auch bei diesen Verfahren wird eine zweitagige 
Voranreicherungskultur benotigt . 

In Appl. Environ. Microbiol. 54 (1988), 2933-2937 ist eine 
Methode beschrieben, bei der L. monocytogenes mit Hilfe von 
synthetischen Oligodesoxyribonukleotid-Sonden spezifisch 
nachgewiesen wird. Jedoch sind die verwendeten Sonden nicht 
ausreichend spezifisch, da sie auch mit der nicht human- 
pathogenen Art L. seeligeri reagieren. Auch fur dieses Ver- 
fahren ist eine vorherige Vermehrung der Keime notwendig: 
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Lebensmittelproben bzw. deren Verdunnungen werden auf 
Agarplatten ausgestrichen, die beimpften Platten werden 
bebrutet und anschliefiend mit einer radioaktiv markierten 
DNS-Sonde im colony Hybridisierungsverf ahren untersucht. Der 
5 Nachweis erf olgt durch Autoradiographic . Auch diese Methode 

ist arbeits- und zeitauf wendig . 

In Infect. Immun. 58, 1943-1950 (1990) wird die DNA-Sequenz 
des iap-Gens (invasion-associated protein) von L. monocyto- 

10 genes beschrieben. Dieses Gen kodiert ein Protein, das auch 
\^ unter der Bezeichnung p60 bekannt ist, und das in Varianten 

in alien Listeria Arten vorkommt . Eei L. monocytogenes ist 
dieses Protein fur die- Fahigkeit, in tierische Zellen einzu- 
dringen, verantwortlich . Ein Polynukleotid (400 Basen) mit 

15 einer Teilsequenz aus diesem Gen ist als DNA-Sonde geeignet, 
um L. monocytogenes von anderen Organismen zu unterscheiden . 

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase-Chain-Reaction : 
PCR) erlaubt die in-vitro Vermehrung von Nukleinsauren, eine 

20 Vorkultur ist bei diesem Verfahren im allgemeinen nicht 

notwendig. Damit die Reaktion gestartet werden kann, werden 
Y ^ kurze Nukleinsaurestucke (primer) bendtigt, die den zu ver- 

mehrenden Genomabschnitt eingrenzen. Ublicherweise werden 
zwei Primer benutzt, die mit jeweils einem Nukleinsaurestrang 

25 hybridisieren. Einer der Primer besitzt deswegen die Komple- 
mentarsequenz des jeweiligen Genabschnittes • Die Auswahl 
dieser Primer bestimmt die Spezifitat der Nachweis reaktion . 
Fur den Nachweis von L. monocytogenes ist dieses Verfahren in 
Appl. Environmental Microbiology 57, 606-609 (1991), in 

30 Letters Appl, Microbiol. 11, 158-162 (1990) und in J. Appl. 

Bact. 70, 372-379 (1991) beschrieben. Dort finden sich nahere 
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Angaben zu den Einzelheiten dieser Verfahren. Die DNA-Primer 
binden an das Gen fur Listeriolysin, dem Listeria- Hamolysin. 
Die Spezifitat dieser Primer ist, wie aus Anmerkungen in 
J. Appl. Bact. 70 hervorgeht, zumindestens unsicher: L. 
5 seeligeri la&t sich nicht sicher von L. monocytogenes unter- 

scheiden. Mit Hilfe der PCR-Technik ist somit der sichere 
Nachweis von L. monocytogenes bisher nicht moglich. 

Polyklonale Antikorper gegen L. monocytogenes p60 reagieren 
10 auch mit dem Protein p60 von anderen, apathogenen Listerien- ■ 
arten . Derartige Antikorper sind deswegen ungeeignet, L. mo- 
nocytogenes durch immunologische Verfahren spezifisch nachzu- 
weisen. Es ist zwar pr-inzipiell moglich/ ein derartiges poly- 
valentes Antiserum durch spezifische Absorption von storenden 
15 Antikorperf raktionen zu reinigen: Dazu wird Protein p60 von 

alien anderen Listeria-Arten an Trager kovalent gebunden. Die 
nicht erwrxnschten. Antikorperf raktionen lassen sich spezifisch 
absorbieren; iibrig bleibt ein Antiserum, das nur noch mit 
Protein p60 aus L. monocytogenes reagiert . Diese Methode zur 
20 Gewinnung eines L. monocytogenes spezifischen Serums ist 

aufwendig: Man benotigt erhebliche Mengen von dem polyvalen- 
ten Antiserum als Ausgangsmaterial, sowie zusatzlich die iap- 
Genprodukte p60 von alien Listerienarten . Bei der Gewinnung 
von monoklonalen Antikorpern gegen Protein p60 wurde dieser 
25 hohe Materialbedarf nicht auftreten, jedoch ist die Ent- 

stehung von Antikorpern gegen bestimmte Epitope zufallsbe— 
dingt : Zunachst muB eine ungeheure Zahl von antikorperprodu- 
] zierenden Zellklonen hergestellt werden, aus denen dann 

geeignete Klone ausgewahlt werden miissen. Es ist bisher nicht 
30 moglich, gezielt Antikorper gegen Epitope zu gewinnen, die 
fur L. monocytogenes spezifisch sind. 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, verbesserte Mittel 
und Methoden fur die Dif ferenzierung von Bakterien der Gat- 
tung Listeria , insbesondere fur den Nachweis von Bakterien 
der Art L. moncytogenes bereitzustellen. Insbesondere werden 
5 erf indungsgemafi fur die PCR-Technik geeignete Primer-Sequen- 

zen, sowie Peptide zur gezielten Erzeugung von spezifischen 
Antikorpern, die fur den immunologischen Nachweis von Bakte- 
rien der Art L. moncytogenes geeignet sind, bereitgestellt . 

10 Gegenstand der Erfindung sind Primer, ausgewahlt aus dem 

iap-Gen, fur die Amplif ikation von Nukleinsauren, beispiels- 
weise mitteis der Polymerase-Ketten-Reaktion, dadurch gekenn- 
zeichnet, da£ die Primer als Teilsequenz mindestens eine 
Sequenz nach einer der Formeln la bis Ih und/oder eine 

15 zugehorige Komplementarsequenz enthalten, wobei vor und/oder 
hinter dieser Teilsequenz bis zu 20 weitere Nukleotidbau- 
steine gebunden vorliegen konnen. Derartige Primer sind 
geeignet fur den Nachweis und die Dif ferenzierung von Bakte- 
rien der Gattung Listeria, insbesondere auch der Art L. mo- 

20 nocytogenes mitteis PCR. 

AATATGAAAAAAGC la 

GCTTCGGTCGCGTA lb 

ACAGCTGGGATTGC Ic 

25 ACTGCTAACACAGCT Id 

TAACAGCAATTCAAG Ie 

CTGAGGTAGCGAGC If 

AGCACTCCAGTTGTTA Ig 

GCAGTTTCTAAACCT Ih 

30 
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Besonders bevorzugt sind dabei Primer/ die eine Sequenz nach 
einer der Formein I la bis Ilh und/oder eine zugehdrige Komp- 
lementarsequenz enthalten. 



GTCGACTGAATATGAAAAAAGCAAC I la 

TTGGCTTCGGTCGCGTAGAATTCATA I lb 

GCTACAGCTGGGATTGCGGT * He 

CAAACTGCTAACACAGCTACT I Id 

!0 CAATAACAGCAATTCAAGT GC He 

TAACTGAGGTAGCGAGCGAA 1 1 f 

ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC I Ig 

CCAGCAGTTTCTAAACCTGCT I Ih 

15 Gegenstand der Erfindung sind weiterhin Peptide, ausgewahlt 
aus dem Protein p60, die als Teilsequenz mindestens eine 
Sequenz nach einer der Formein Ilia bis Hid enthalten, wobei 
vor und/oder hinter dieser Teilsequenz bis zu sieben Amino- 
sauren peptidisch gebunden vorliegen konnen. 

20 

SerThrProValAlaProThr Ilia 
10 ThrGlTLAlaThrThrProAlaProLysVal 1 1 lb 

AlalleLysGlnThrAlaAsnThrAla I He 

GlnGLnThrAlaProLysAlaProThr Hid 

25 

Besonders bevorzugt sind dabei Peptide mit einer Sequenz nach 
einer der Formein IVa bis IVf . 

Va 1 SerThrP roVa 1A1 aP r oThrGln IVa 
30 ThrThrGlnAlaThrThrProAlaProLysValAla IVb 

LeuAlalleLysGlnThrAlaAsnThrAlaThr IVc 
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GlnGlnGlnThrAlaProLysAlaProThrGlu IVd 
SerThrProValAlaProThrGlnGluValLysLys IVe 
ProValAlaProThrGlnGluValLysLys IVf 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung eines der 
genannten Peptide mit einer Teilsequenz nach einer der For- 
meln Ilia bis Hid zur Herstellung von immunogenen Konjuga- 
ten. Besonders bevorzugt sind fur diesen Veirwendungszweck 
Peptide mit einer Sequenz nach einer der Formeln IVa bis IVf. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Antikorper, der spezi- 
fisch gegen ein Epitop gerichtet ist, das von einem Peptid 
nach einer der Formeln I I la— I I Id, bevorzugt nach einer der 
Formeln IVa-r/f, gebildet wird. 



Gegenstand der Erfindung ist schliefilich die Verwendung eines 
Primers, der eine Teilsequenz nach einer der Formeln la— Ih 
Oder bevorzugt eine Sequenz nach einer der Formeln Ila-IIh 
Oder eine zugehorige Komplementarsequenz enthalt, fur den 
20 Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Listeria mittels eines Primers, der 
eine Teilsequenz nach einer der Formeln la— Ih oder bevorzugt 
25 eine Sequenz nach einer der Formeln Ila-IIh oder eine zuge- 
horige Komplementarsequenz enthalt. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin die Verwendung eines 
Antikdrpers, der gegen eines der Epitope mit einer Amino- 
30 sauresequenz nach einer der Formeln Illa-IIId oder IVa-Ivf 
gerichtet ist # fur den Nachweis von Bakterien der Gattung 
Listeria. 
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Gegenstand der Erfindung sind auch Verfahren zura Nachweis von 
Bakterien der Gattung Listeria mittels eines Antikdrpers, der 
gegen eines der Epitope mit einer Aminosauresequenz nach 
einer der Formeln Illa-IIId oder IVa-IVf gerichtet ist. 

5 

Gegenstand der Erfindung sind schlielilich Testzusammenstel- 
lungen zum Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria, ins- 
besondere der Art L. monocytogenes/ mittels Amplif ikation 
von Nukleinsauren, beispielsweise mittels der Polymerase-Ket- 
10 ten-Reaktion, die einen Primer mit einer Teilsequenz nach 

einer der Formeln Ia-Ih oder bevorzugt mit einer Sequenz nach 
einer der Formeln Ila-IIh oder eine zugehorige Komplementar- 
sequenz enthalten. 

15 Gegenstand der Erfindung sind ferner Testzusammenstellungen 
zum immunologischen Nachweis von Bakterien der Art Listeria 
monocytogenes, in denen ein Antikorper gegen ein Epitop nach 
einer der Formeln Illa-IIId und/oder nach einer der Formeln 
IVa-IVf enthalten ist. 

20 

Figur 1 zeigt das Ergebnis der elektrophoretischen Auftren- 
nung von Amplif ikationsprodukten; die experimentellen Einzel- 
heiten sind in Beispiel 8 dargestellt. 



25 



30 
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Die Spuren S unci 1 bis 7 des Elektrophoresegels dargestellt 
in Figur 1 enthalten folgende Proben: 

5 Moleklilgrofienstandard (Sppl DNA hydrolysiert mittels 

5 EcoRI) mit (von unten riach oben) 380, 480, 660, 870, 1090 

und 1330 Basenpaaren Lange; 

1 bis 7: 

Amplif ikationsprodukte von Proben, die verschiedene 
10 Listerien— Arten enthalten: 

f*. , 1 L. grayi 

2 L. murrayi 

3 L. monocytogenes 

4 L . innocua 
15 5 L. ivanbvii 

6 L. seeligeri 

7 L. welshimeri 



20 



25 



30 
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Die Erf inching wird im folgenden naher beschrieben. Dabei wird 
in der Regel auf Einzelheiten von biochemischen, immunolo- 
gischen und molekularbiologischen Verfahren, die dem Fachmann 
bekannt sind, und deren Einzelheiten in der Literatur 
beschrieben sind, nicht naher eingegangen. Bei diesen Verfah- 
ren kann man auch von an sich bekannt en, hier nicht naher 
beschriebenen Varianten Gebrauch machen. 

Die erf indungsgema£en Oligonucleotide nach den Formeln Ia-Ih 
und Ila-IIh sind als Primer fur Nukleinsaureamplif ikations- 
methoden und somic zum spezifischen Nachweis von Bakterien 
der Gattung Listeria geeignet . Ihxe Sequenzen sind in 
ublicher Weise vom 5'— Ende zum 3'-Ende geschrieben darge- 
stellt. In Abhangigkeit von den Erf ordernissen des jeweils 
verwendeten Amplif ikationssystems werden entweder Desoxyribo- 
nukleotide Oder auch Ribonukleotide mit den erf indungsgemaften 
Sequenzen eingesetzt. Im letzteren Fall sind die Thymidinbau- 
steine jeweils duxch Uridinbausteine ersetzt. Dem Fachmann 
ist weiterhin bekannt, dafi haufig der Austausch von einer 
oder weniger Basen in eine Nukleotidsequenz deren biologische 
Eigenschaften nicht verandert, Deswegen umfassen die erfin- 
dungsgemalien Nukleotidsequenzen auch solche, die durch Basen- 
austausch aus den Sequenzen Ia-Ih und Ila-IIh abgeleitet 
sind, und die biologisch dieselbe Wirkung wie der jeweilige 
Primer mit der Ursp rungs sequenz zeigen. Da ublicherweise je 
ein Primer mit jeweils einem der DNA-Strange reagieren soil, 
wird einer der Primer in der komplementaren Sequenz einge- 
setzt. Die komplementare Sequenz ergibt sich in bekannter 
Weise nach den Regeln der Basenpaarung . 
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Basierend auf der jeweiligen Sequenz konnen die erfindungs- 
gemaBen Oligonukleotide nach dem Fachmann bekannten Verfah- 
ren, beispielsweise der Phosphotriester- oder der Phospho- 
amidit-Methode, synthetisiert werden. Bevorzugt wird die 

5 Phosphoamidit— Methode benutzt, insbesondere unter Verwendung 

von mechanisierten Synthetizern . Die Methode ist in Tetra- 
hedron Lett. (1981) 22 : 1859-1862 beschrieben. Weitere 
Einzelheiten derartiger Syntheseverf ahren sind beispielsweise 
in Winnacker, E.L. (1985) Gene una Klone, Seice 44-61 (VCH- 

10 Verlagsgesellschaft mbH, Weinheim) , beschrieben. 

Die erf indungsgemaBen Primer sind geeignet fiir DNS-Amplif ika- 
tion, beispielsweise mit Hilfe. der Polymerase Chain Reaction 
(PCR) . Dazu wird die DNS durch Erwarmen zunachst in die 
15 Einzelstrange zerlegt . Es werden zwei Primer verwendet, die 
jeweils mit dem homologen DNS-Abschnitt auf jeweils einem 
DNS-Strang^ hybridisieren . Der Genomabschnitt, der zwischen 
diesen beiden Primern liegt, wird vermehrt. Die an die DNS 
angelagerten Primer stellen die Startpunkte fiir die Amplifi- 
20 kation dar. Eine Polymerase, bevorzugt taq-DNA-Polymerase, 
erganzt anschlieBend in Gegenwart der vier Nukleotidtri- 
phosphate den zweiten Strang entsprechend der Sequenz der 
urspriinglichen DNA. AnschlieBend werden die entstandenen 
Doppelstrange wieder durch Erwarmen in die Einzelstrange 
25 zerlegt. Dieser Amplikationszyklus kann mehrfach wiederholt 
werden. Nach einer ausreichenden Anzahl von Amplif ikations— 
zyklen kann die amplif izierte Nukleinsaure mittels bekannter 
Methoden nachgewiesen werden. Dazu kann die DNS mittels Elek- 
trophorese aufgetrennt, anschlieBend mit Ethidiumbromid ange- 
30 farbt und schlieBlich durch Fluoreszenz mittels UV-Anregung 
nachgewiesen werden. Moglich ist auch der Nachweis mittels 
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DNS-Hybridisierung. Die Einzelheiten geeigneter Amplifika- 
tions- und Nachweismethoden sind auch in Ubersichtsartikeln, 
z.B. Innis et al. (eds.) PCR Protocols (Academic Press, Inc., 
Harcourt Brace Jovanovich, Publishers) beschrieben. Ebenso 
5 sind andere Nukleinsaureamplif ikationsverf ahren, bei denen 

die erf indungsgemalien Primer benutzt werden kdnnen, aus der 
Literatur bekannt . Zu diesen gehort die Ligase-Ketten-Reak- 
tion, beschrieben von Bond, S. et al . (1990), Seite 425-434 
bei Raven Press (New York, USA) . 

10 

Die Auswahl der Primer nach den bevorzugten Formeln Ila-IIh 
bestimmt die Lage der Startpunkre auf dem iap— Gen und somit 
die Spezifitat der Nachweisreakcion : So erwiesen sich Kombi- 
nationen von Primern ausgewahlt aus der Sequenz des iap-Gens 

15 als unspezifisch und folglich ungeeignet fur den Nachweis von 
Listerien mittels DNA-Amplif ikation (siehe dazu beispiels- 
weise Spalte F in Tabelle 1) . Jedoch erwiesen sich andere 
ausgewahlte Kombinationen als spezifisch fur die Gattung 
Listeria, andere fur Gruppen von Listeria-Arten, wieder 

20 andere fur einzelne Listeria— Arten . Insgesamt ist die Auswahl 
und die Zusammenstellung der Primer also kritisch. Die Aus- 
wahl eines der beiden Primer ist stets besonders kritisch, 
wahrend der zweite Primer eher variiert werden kann, ohne die 
Spezifitat der Nachweis reakt ion nennenswert zu verandern. 

25 Folglich kann nach der Lehre der vorliegenden Erfindung fiir 
diesen zweiten Primer durchaus auch eine Sequenz gewahlt 
werden, die nicht einer der Formeln Ia-Ih oder Ila— Ilh ent- 
spricht ♦ 

30 Erf indungsgemaB wird zumindestens einer der Primer aus den 
Formeln Ia-Ih oder bevorzugt aus den Formeln Ila-IIh aus- 
gewahlt. Der zweite Primer beeinflufSt, wie bereits erlautert, 
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die Spezifitat der Amplif ikationsreaktion wesentlich weniger 
als der erste Primer. Bevorzugt werden jedoch Kombinationen, 
bei denen beide Primer aus den Formeln Ia-Ih oder Ila-IIh 
ausgewahlt werden. Beispiele fur derartige bevorzugte Kombi- 
nationen sind (typische Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusam- 
mengefafit) : 

a) Bei Verwendung einer {Combination eines Primers nach 
Formei lie mit einem Primer mit der Komplementarsequenz 
nach Formei lib wird nur die DNS von Listerien amplifi- 
ziert, nicht jedoch die DNS von anderen Bakterienarten 
(siehe - Spalte D in Tabelle 1). 

b) Bei Verwendung einer {Combination eines Primers nach 
Formei lid mit einem Primer mit der Komplementarsequenz 
nach Formei lib wird nur die DNS von L. monocytogenes 
amplif iziert, • nicht jedoch die DNS von anderen Listerien 
oder anderen Bakterien (siehe Spalte B in Tabelle 1) , 

c) Bei Verwendung einer {Combination eines Primers nach 
Formei I If mit einem Primer mit der Komplementarsequenz 
nach Formei lib wird nur die DNS von bestimmten Liste- 
rien-Arten amplif iziert , namlich ausschliefilich von L. 
seeligeri/ L. welshimiri und L. ivanovii. Mithin ist ein 
gruppenspezif ischer Nachweis moglich (siehe Spalte E in 
Tabelle 1) . 

d) Ein anderes Beispiel fur einen gruppenspezif ischen Nach- 
weis besteht in der Verwendung einer Kombination eines 
Primers nach Formei Ilh mit einem Primer mit der Komple- 
mentarsequenz nach Formei lib: Es wird nur die DNS von 
L. grayi und L. murrayi amplifiziert (siehe Spalte G in 
Tabelle 1) . 
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e) Da die Amplif ikationsprodukte verschiedener Listerien- 
Arten unterschiedLLiche Molekulargewichte aufweisen, 
konnen durch eine Kombination von mehreren Primern (nach 
Formeln lid, Ilf, Ilg und Ilh) mit der {Complement ar- 
sequenz von Formel lib mit einer einzigen Polymerasereak- 
tion Bakterien der Gattung Listeria dif ferenziert werden 
Einzelheiten dieser Weiterentwicklung der Polymerasetech- 
nik sind aus Beispiei 8 ersichtlich (siehe Spalte H in 
Tabelle 1, sovie Figur 1) . 

Die erf indungsgema5en Peptide nach den Formeln Illa-IIId unc 
IVa-IVf konnen als immunogene Peptide zur Erzeugung von Anti- 
korpern dienen unc ermoglichen somit einen spezifischen 
immunologischen Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria. 

Dem Fachmann ist bekannt, dafi haufig der Austausch von einer 
Oder wenigen Aminosauren in einem Peptid dessen biologische 
Eigenschaften nicht verandert. Deswegen umfassen die erfin- 
dungsgemafien Peptidse<juenzen auch solche, die durch Amino— 
saureaustausch aus den Sequenzen Illa-IIId und IVa-IVf abge- 
leitet sind, und die bioiogisch dieselbe Wirkung wie die 
jeweiligen Peptide mit der Ursprungssequenz zeigen. 

Basierend auf der Sequenz der Aminosauren konnen die Peptide 
nach dem Fachmann bekannt en Verf ahren, beispielsweise dem 
t b0 c" Oder dem f moc -Verf ahren (tert .butyloxycarbonyl-, bzw. 
9-f luorenylmethyloxycarbonyl-) , synthetisiert werden. Einzel 
heiten dieser Verf ahren sind beispielsweise in J. Am. Chem. 
Soc. 85, 2149-2154 (1963) und in Synthetic Polypeptides as 
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Antigens (van Regenmortel et al . (eds.) Elsevier 1988 (Band 
19 der Buchreihe Laboratory Techniques in Biochemistry and 
Molecular Biology) beschrieben. Bevorzugt wird das f moc -Ver- 

fahren, insbesondere mechanisierte Verf ahrens variant en . 
5 Einzelheiten des Verf ahrens, sowie geeignete Aminosaure- 

schutzgruppen sind dem Fachmann bekannt . 

Peptide sind im allgemeinen nicht geeignet, Antikorper zu 
erzeugen. Werden Peptide jedoch an hochmolekulare Tragersub- 

10 stanzen gekoppelt, so entstehen immunogene Kon jugate. Die 

erf indungsgemaften Peptide lassen sich mit bekannten Trager- 
substanzen konjugieren. Dazu gehoren Polyathylenglykole, 
Serumalbumine, KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin; Hamocyanin von 
Napf schnecken) , Ovalbumin, Glucosedehydrogenase aus Bacillus 

15 megatherium und PPD (purified protein derivative of tuber- 
culin) . Bevorzugte Tragersubstanzen sind KLH und Glucose- 
dehydrogenase aus B. megatherium. 

AuBerdem werden zusatzlich haufig Bruckenverbindungen (lin- 
20 ker) eingesetzt. Dies sind niedermolekulare organische Ver- 
bindungen mit mindestens zwei verkniipfbaren funktionellen 
Gruppen. Geeignete Verbindungen sind dem Fachmann bekannt; 
dazu gehoren beispielsweise: 1, 2-Diaminoethan, Bernstein- 
saure, B-Alanin, 1, 6-Diaminohexan, 6-Aminocapronsaure, Adi— 
25 pinsaure, Cystein. Bevorzugt wird Cystein als Linker einge- 
setzt, wobei dieser Aminosaurerest bereits bei der Synthese 
des Peptides eingebaut wird. Zur Herstellung der Bindungen 
zwischen Peptid und Tragersubstanz werden bevorzugt m-Mal- 
eimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester (MBS) eingesetzt . 

30 
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Die genannten immunogenen Konjugate dienen dazu, nach bekann- 
ten Verfahren in Versuchstieren Antikorper zu erzeugen. 
Ublicherweise werden fur diesen Zweck Saugetiere, beispiels- 
weise Schaf, Ziege, Kaninchen oder Mause benutzt. Kaninchen 
sind fur die Erzeugung polyklonaler Antikorper bevorzugt . Es 
ist aber auch moglich, mit Hilfe der erf indungsgemafien 
immunogenen Konjugate monokionale Antikorper herzustellen. 

Einzelheiten der immunologischen Verfahren sind dem Fachmann 
bekannt . Hinweise zur Durchfuhrung dieser Verfahren sind 
aulierdem vielfaltig in der Literatur anzutreffen; beispiels- 
weise seien genannt : 

* Antibodies, E. Harlow und D. Lane, Cold Spring Harbor 
(1988) 

* Woodard, L.F. und Jasman, R.L. (1985) Vaccine 3, 137-144 

* Woodard, L.F. (1989) Laboratory Animal Sci 39, 222-225 

* Handbook of Experimental Immunology (1986) Weir, D.M. et 
al. eds . ; Blackwell Scientific Publications, Oxford, GB 

Zu diesen Verfahren gehoren beispielsweise die Kon jugations- 
und Immunisierungs verfahren, sowie die Herstellung und Auf- 
reinigung von Antikorpern und auch immunologische Nachweis- 
verfcihren. Zu den immunologischen Nachweisverfahren, bei 
denen erf indungsgema&e Antikorper benutzt werden konnen, 
gehoren bevorzugt Agglutinationsverf aihren, immunometrische 
Nachweisverfahren, die Immuno-Blot-Verfahren und insbesondere 
die sandwich- (ELI SA) -Verfahren. 



pat020692shb 



- 17 - 



Es ist dem Fachmann bekannt, daB bei derartigen Verfahren 
statt der Benutzung eines einzigen Antikorpers, der gegen ein 
einzelnes Epitop gerichtet ist, eine Mischung von verschiede- 
nen Antikdrpern mit verschiedener Spezifitat Vorteile, insbe- 
sondere bezuglich der Nachweisempf indlichkeit, erbringt. Dies 
trifft im besonderen fur monoklonale Antikorper, aber auch 
fur andere Antikorper zu, die gegen jeweils ein Epitop 
gerichtet sind. Entsprechend kann es vorteilhaft sein, meh- 
rere Antikorper, die gegen verschiedene Peptidstrukturen nach 
den Formeln Ilia - Hid oder IVa - IVf gerichtet sind, fur 
die erf indungsgema&e Verwendung und/oder die erfindungs- 
gemaBen Verfahren zu kombinieren . 

Einzeiheiten der Herstellung der erf indungsgemaBen Primer und 
Peptide, sowie ihrer Verwendung sind aus den folgenden Bei- 
spielen ersichtlich. Weitere methodische Einzeiheiten ent- 
nimmt der Fachmann der zitierten Literatur. Die Beispiele 
sollen den Gegenstand der Erfindung iilustrieren und stellen 
keine Einschrankung der Erfindung dar. 

Beispiel 1 : Herst.ellung das Primers nach Formal Ila 

Der Primer nach Formel Ila wird mit dem DNA-Syntheziser 380A 
von Applied Biosystems nach der Phosphoamidit— methode herge- 
stellt. Die Grxindziige der Methode ist in Tetrahedron Lett. 
(1981) .22 : 1859-1862, beschrieben. Weitere Einzeiheiten 
finden sich in der Dokumentation des Gerateherstellers . 

Entsprechend werden die Primer nach Formel lie, lid, Ilf, Ilg 
und Ilh hergestellt. Die Primer nach Formel lib und lie 
werden in der jeweiligen Komplementarsequenz (Komple- 
mentarsequenz von lib: T ATGAATTCT ACGCGACCGAAGCCAA ; lie: 
GCACTTGAATTGCTGTTATTG ) hergestellt . 
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Beispiel 2 : Dujrch f"uh rung dar PCR-RaaJction zum axtspezif ischan 
Nach we is von L. monocytogenes 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca. 1 |ig DNA wird in 50 p.1 
Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl und 50 mM KC1) 
suspendiert und 5 Minuten auf 110 °C erhitzt. AnschlieBend 
werden Primer nach Formel lid und lie (siehe Beispiel 1; je 
0,4 |ig) , sowie 2,5 U Taq-Polymerase (Fa. Pharmacia), gelost 
in Reaktionspuf fer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl und 
50 mM KC1) , sowie jeweils 200 JIM dGTP, dATP, dTTP und dCTP 
zugefugt (gesamtes Reaktionsvolumen 100 |Xl) . Der erste 
Denaturieruxigsschritt dauert 3 Minuten bei 94 °C . AnschlieBend 
wird fur 30 Sekunden auf 55 °C (Bindungsphase) und fur eine 
Minute auf 72 °C (Elongationsphase) temperiert . Die folgenden 
Denaturierungsschritte (bei 94 °C) dauern 45 Sekunden. Nach 30 
Reaktionszyklen wird ein abschlie&ender Elongationsschritt 
(bei 72 °C) . mit 5 Minuten Dauer ausgef uhrt . 

Die PCR-Produkte werden in einem Polyacrylamid-Gel (6 %) in 
einem Laufpuffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) 
aufgetrennt. AnschlieBend werden die aufgetrennte PCR-Pro- 
dukte durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in Was- 
ser) angefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) sichtbar 
gemacht . 

Nur wenn DNA oder Zellen von L. monocytogenes in der Probe 
vorhanden sind, werden PCR-Produkte beobachtet (siehe Spalte 
A in Tabelle 1) . 
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Bei spiel 3 : Durch fiih rung dar PCR-Reaktion rum artspezif ischan 
Kachwais von L. monocytogenes 

Das in Beispiel 2 beschriebene Verfahren wird unter Verwen- 
5 dung der Primer nach Formel I Id und lib (siehe Beispiel 1) 

anstelle der Primer nach Formel lid und lie wiederholt . Auch 
in diesem Fall werden nur PCR-Produkte beobachtet, wenn DNA 
Oder Zellen von L. monocytogenes in der Probe vorhanden sind 
(siehe Spalte B in Tabelle 1) . 

10 

Beispiel 4 : Durch fiih rung der PCR-ReaJction zum genus spezifi- 

schen Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca. 1 jxg DNA wird in 50 n.1 
15 Wasser suspendiert und 5 Minuten auf 110 °C erhitzt. 

Anschlieliend werden Primer nach Formel lie und lib (siehe 

Beispiel 1;. je 0,4 Jig), sowie 2,5 U Taq-Polymerase (Fa. 

Pharmacia) , gelost in Reaktionspuf fer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 

1,5 mM MgCl und 50 mM KC1) , sowie jeweils 200 |iM dGTP, dATP, 
20 dTTP und dCTP zugefugt (gesamtes Reakti on svo lumen 100 [il) . 

Der erste Denaturierungsschritt dauert 3 Minuten bei 94 °C. 

AnschlieBend wird fur 30 Sekunden auf 56 °C (Bindungsphase) 

und fur zwei Minuten auf 72 °C (Elongationsphase) temperiert . 

Die folgenden Denaturierungsschritte (bei 94 °C) dauern 45 
25 Sekunden. Nach 30 Reaktionszyklen wird ein abschliefiender 

Elongationsschritt (bei 72 °C) mit 5 Minuten Dauer ausgefuhrt. 

Die PCR-Produkte werden in einem Agarose-Gel (1 %) in einem 
Laufpuffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) aufge- 
30 trennt . AnschlieBend werden die aufgetrennte PCR-Produkte 
durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in Wasser) 
angefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) sichtbar 
gemacht . 
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In diesem Fall werden PCR-Produkte beobachtet, wenn DNA oder 
Zellen von Bakterien der Gattung Listeria in der Probe vor- 
handen sind (siehe Spalte D in Tabelle 1) . 

5 Bei spiel 5 Durch fiih rung der PCR-ReaJction zum gruppenspezif i- 

s chen Nacbweis von Lis tardea 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca. 1 Jig DNA wire in 50 JJ.1 
Wasser suspendiert und 5 Minuten auf 110 °C erhitzc. 

10 Anschlieftend werden Primer nach Formel Ilf und lib (siehe 
Beispiel 1; je 0,4 \xg) , sowie 2,5 U Taq-Polymerase (Fa. 
Pharmacia), gelost in Reaktionspuf fer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 
1,5 mM MgCl und 50 mM KC1) , sowie jeweils 200 [XM aGTP, dATP, 
dTTP und dCTP zugefugt (gesamtes Reakt ions vo lumen 100 p.1) . 

15 Der erste Denaturierungsschritt dauert 3 Minuten bei 94 °C. 
Anschliefiend wird fiir 45 Sekunden auf 58 °C (Bindungsphase) 
und fur eine Minute auf 72 °C (Elongationsphase) x:emperiert . 
Die folgenden Denaturierungsschritte (bei 94 °C) dauern 45 
Sekunden. Nach 30 Reaktionszyklen wird ein abschliefiender 

20 Elongationsschritt (bei 72 °C) mit 5 Minuten Dauer ausgefuhrt. 

Die PCR-Produkte werden in einem Agarose— Gel (1 %) in einem 
Laufpuffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) aufge- 
trennt . AnschlieBend werden die auf getrennte PCR-Produkte 
25 durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in Wasser) 
angefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) sichtbar 
gemacht . 

In diesem Fall werden nur PCR-Produkte beobachtet, wenn DNA 
30 oder Zellen von Bakterien aus der Gruppe L. ivanovii, L. 
seeligeri und L. welshimeri in der Probe vorhanden sind 
(siehe Spalte E in Tabelle 1) . 
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Beispiel 6 : Durchfuhxung der PCR-RaaJction rum axtspezif ischan 
Nachweis von L. innocua 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca. 1 |ig DNA wirci in 50 ill 
5 Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl unci 50 mM KC1) 

suspendiert unci 5 Minuten auf 110 °C erhitzt. AnschlieBend 
werden Primer nach Formel Ilg und lib (siehe Beispiel 1; je 
0,4 (ig) , sowie 2,5 U Taq-Polymerase (Fa. Pharmacia) , gelost 
in Reaktionspuf fer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl und 
10 50 mM KC1) , sowie jeweils 200 |1M dGTP, dATP, dTTP und dCTP 
zugefugt (gesamtes Reaktionsvolumen 100 jil) . Der erste 
Denaturierungsschritt dauert 3 Minuten bei 94 °C. Anschlieftend 
wird fur 60 Sekunden auf 62 °C (Bindungsphase) und fiir 45 
Sekunden auf 72 °C (Elongationsphase) temperiert. Die folgen- 
15 den Denaturierungsschritte (bei 94 °C) dauern 45 Sekunden. 

Nach 30 Reaktionszyklen wird ein abschliefiender Elongations- 
schritt (bei 72 °C) mit 5 Minuten Dauer ausgefuhrt. 

Die PCR-Produkte werden in einem Agarose-Gel (1 %) in einem 
20 Laufpuffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) aufge- 
trennt. Anschliefiend werden die aufgetrennte PCR-Produkte 
durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in Wasser) 
angefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) sichtbar 
gemacht . 

25 

Nur wenn DNA oder Zellen von L. innocua in der Probe vorhan- 
den sind, werden PCR-Produkte beobachtet (siehe Spalte C in 
Tabelle 1) . 

30 
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Beispiel 7 : Durch f \\h rung dar PCR-ReaJction zum gruppenspezi£i- 
schan Nachweis von Listerien 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca, 1 |ig DNA wird in 50 |ll 
5 Wasser suspenciiert unci 5 Minuten auf 110 °C erhitzt. 

AnschlieBend werden Primer nach Formel Ilh und lib (siehe 

Beispiel 1/ je 0/4 Jig), sowie 2,5 U Taq-Polymerase (Fa. 

Pharmacia), geldst in Reaktionspuf f er (10 mM Tris-HCl pH 8/5; 

1,5 mM MgCl und 50 mM KC1) , sowie jeweils 200 JIM dGTP, dATP, 
10 dTTP und dCTP zugefugt (gesamtes Reaktionsvolumen 100 |il) . 

Der erste Denaturierungsschritt dauert 3 Minuten bei 94 °C. 

Anschlieflend wird fur 45 SeJcunden auf 56 °C (Bindungsphase) 

und fur 45 Sekunden auf 72 °C (Elongationsphase) temperiert. 

Die folgenden Denaturierungsschritte (bei 94 °C) dauern 45 
15 Sekunden. Nach 30 Reaktionszyklen wird ein abschlieflender 

Elongationsschritt (bei 72 °C) mit 5 Minuten Dauer ausgef uhrt . 

Die PCR-Produkte werden in einem Agarose-Gel (1 %) in einem 
Lauf puffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) aufge- 
20 trennt. Anschlieliend werden die aufgetrennte PCR-Produkte 
durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in Wasser) 
angefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) sichtbar 
gemacht . 

25 In diesem Fall werden nur PCR-Produkte beobachtet, wenn DNA 
oder Zellen von Bakterien aus der Gruppe L. grayi und L. 
murrayi in der Probe vorhanden sind (siehe Spalte G in 
Tabelle 1) . 

30 
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Beigpiel 8 : Durch fi ih rung elner Jrcmhi ni.art.an PCR- ReaJction zum 
axrtspaz±£ischan Kachirais von L. monocytogenes und 
von L. innocoa und xisn gruppenapezif ischan Ka cli- 
vals dexr Gruppen L.ivanovii / L.seeligeri / 
5 L . welsh i meri und L.grayi / I* . murray i 

Eine bakterienhaltige Probe mit ca. 1 pxj DNA wird in 50 (J.1 
Puffer (10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl unci* 50 mM KC1) 
suspendiert und 5 Minuten auf 110 °C erhitzt. AnschlieSend 

10 wird eine Mischung von Primern nach Formel lid, Ilf, Ilg, 
Ilh, sowie lib (siehe Beispiel 1; je 0,4 \lg) , sowie 2,5 U 
Taq-Polymerase (Fa. Pharmacia), geiost in Reaktionspuf f er 
(10 mM Tris-HCl pH 8,5; 1,5 mM MgCl und- 50 mM KC1) , sowie 
jeweils 200 |1M dGTP, dATP, dTTP und dCTP zugefugt (gesamtes 

15 Reaktionsvolumen 100 Jll) . Der erste Denaturierungsschritt 

dauert 3 Minuten bei 94 °C. AnschlieBend wird fur 45 SeJcunden 
auf 56 °C (Bindungsphase) und fur eine Minute auf 72 °C (Elon- 
gationsphase) temperiert . Die folgenden Denaturierungs- 
schritte (bei 94 °C) dauern 45 Sekunden. Nach 30 Reaktions- 

20 zyklen wird ein abschlieBender Elongationsschritt (bei 72 °C) 
mit 5 Minuten Dauer ausgef iihrt . 

Die PCR-Produkte werden in einem Agarose-Gel (1 %) in einera 
Laufpuffer Tris-Borat (je 50 mM) mit EDTA (2,5 mM) aufge- 

25 trennt. Zusatzlich wird eine Nukleinsauremischung (beispiels- 
weise das Produkt aus der Spaltung von Sppl Phagen DNA mit- 
tels Restriktionsendonuklease EcoRI) als Molekulargewichts- 
standard mitgef iihrt. AnschlieBend werden die aufgetrennte 
PCR-Produkte durch Anfarbung mit Ethidiumbromid (0,1 mg/ml in 

30 Wasser) cungefarbt und Bestrahlung mit UV-Licht (260 nm) 
sichtbar gemacht. 
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Das Vorhandensein von DMA. oder Zellen von Bakterien aus der 
Art L. monocytogenes, der Art L. innocua, der Gruppe L. 
ivanovii / L. seeligeri / L. welshimeri oder der Gruppe L. 
grayi / L. murrayi kann auf Grund der unterschiedlichen 
5 Molekulargewichte dif ferenziert werden (siehe Spalte H in 

Tabelle 1, sowie Figur 1) . 

Beispiel 9 : Synthese des Peptides CysGlnGlnGlnThrAlaProLysA- 
laProThxGlu 

10 

^ Fur die Synthese des Peptides CysGlnGlnGlnThrAiaProLysAla- 

ProThrGlu ward das f moc -Verf ahren ( 9-Fluorenylmethyloxycar- 

bonyl-Schutzgruppe) benutzt. Dieses Peptid entspricht einem 
Peptid der Formel IVd mit einem zusatzlichen N-terminalen 
15 Cysteinrest als Linker. Fur die Synthese wird ein Peptid-Syn- 
thetizer der Fa. Applied Biosystems benutzt, die Prozesspara- 
meter sind in der Geratedokumentation enthalten. 

Ein polymerer Trager mit 4- (2' , 4' -Dimethoxyphenylamino- 
20 methyl) -phenoxygruppen dient als Festphase. Die Aminosauren 
werden als a-N-f moc -Derivate eingesetzt. Soweit die Amino- 
sauren reaktive Seitengruppen enthalten, werden diese durch 
zusatzliche Schutzgruppen, die durch Trif luoressigsaure— 
hydrolyse abspaltbar sind, maskiert. Die Peptidbindungen 
25 werden durch Aktivierung der Carboxylgruppen mittels Diiso- 

propylcarbodiimid hergestellt. Die Reihenfolge der eingesetz- 
ten Aminosaurederivate ergibt sich aus der gewunscliten 
Sequenz . 



30 



Im ersten Schritt des Synthesezyklus reagiert die Aminogruppe 
an der Festphase, d.h. im ersten Zyklus die Aminogruppen des 
4- (2' , 4' -Dimethoxyphenylaminomethyl) -phenoxyrests des 
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10 



Tragers, in den folgenden Zyklen die a-Aminogruppe der 
zuletzt angefugten Aminosaure, mit den Carboxylgruppe der 
nachsten Aminosaure, die als <x-N-f moc -Derivat, gegebenenf alls 
mit geschutzten Seitenketten eingesetzt wird, und die durch 
Diisopropylcarbodiimid aktiviert wird. Nicht umgesetzte 
Aminosaurederivate werden mit Dimethyl formamid ausgewaschen . 
Anschlieliend wird die f moc -Gruppe durch Behandeln mit 20 % 
(V/V) Piperidin in Dimethylf ormamid abgespalten. Die iibrigen 
Schutzgruppen bleiben bei dieser Reaktion unverandert . Mit 
der Entfernung der a-N-Schutzgruppe kann der nachste Reak- 
tionszyklus beginnen. Nachdem die letzte Aminosaure entspre- 
chend der vorgesehenen Sequenz zugefiigt worden ist, werden 
die Schutzgruppen der Seitenketten und die Bindung zum 
Tragerharz durch saure Hydrolyse mittels Trif luoressigsaure 
!5 gespalten. Das Peptid wird anschlieBend durch Hochdruckf lus- 
sigkeitschromatographie gereinigt. 



Entsprechend der oben beschriebenen Vorgehensweise werden 
auch die iibrigen Peptide mit den erf indungsgemafien Sequenzen 
synthetisiert . 



20 



Beispiel 10 : Kon jugation das Peptides Cy sGlnGlnGlnThrAl aP ro- 
LysAlaProThrGlu mit: Glucosedehydrogenase 

25 a) Derivatisierung der Glucosedehydrogenase : 

30 mg Glucosedehydrogenase aus Bacillus megatherium Fa. 
Merck, Art. Nr. 13732) werden in 4 ml Natriumphosphatpuf- 
fer (50 mM; pH 8,0) gelost . Zu 2,4 ml dieser Losung 
30 werden 6,78 mg N-7-Maleimidobutyryloxysuccinimid (Fa. 

Calbiochem) gelost in 50 |il Dimethylsulf oxid zugegeben 
und 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
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Anschliefiend wird das iiberschussige N^y-Maleimidobutyryl- 
oxysuccinimid durch Gelf iltration an PD-10 (Fa. Phar- 
macia) chromatographisch abgetrennt. Nach der Chromato- 
graphie er halt* man 3,5 ml Losung des aktivierten Trager- 
proteins mit einer Konzentration von 4,5 mg/ml. 

b) Koppluno mit dem Peptid : 

Zu 1,1 ml der Losung aus dem obigen Schritt werden 5,2 mg 
des Peptides, hergestellt nach Beispiel 9, gelost in 1 ml 
Natriumphosphatpuf fer (50 raM; pH 7,0) zugefugt und 3 
Stunden. bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschlieftend 
wird das nicht gebundene Peptid durch Gelf iltration an 
PD-10 (Fa. Pharmacia) chromatographisch abgetrennt. Nach 
der Chromatographie erhalt man 3,5 ml Losung des Konjuga- 
tes mit einer Konzentration von 2,3 mg/ml. 

Entsprechend der oben beschriebenen Vorgehensweise werden 
auch Kon jugate mit den anderen Peptiden entsprechend der 
vorliegenden Erfindung hergestellt. 

Beispiel 11 : Erxeugung von polyclonal en Antilcorpern gegen das 
Peptid CysGlnGlnGlnTlirAlaProLysAlaProTlarGlu 

Zwei Kaninchen werden jeweils mit einer Emulsion aus 0, 18 ml 
Konjugat aus Beispiel 10, 0,07 ml phosphatgepuf ferter Saline 
und 0,25 ml Oladjuvans (MISA 50, Fa. Seppic, FR) i.m. inji- 
ziert. Drei, fiinf und sieben Wochen nach der Erstin jektion 
erfolgen Boosterin jektionen mit gleicher Menge. Eine Woche 
nach der letzten In jektion werden die Tiere getotet und 
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ausgeblutet. Nachdem das Blut geronnen ist, wird das Anti- 
serum durch Zentrifugation gewonnen und Natriumazid bis zu 
einer Endkonzent ration von 0/02 % zugefugt. Das Antiserum 
wird bei -20 °C eingefroren gelagert. 

5 

Beispiel 12 : Rjrzeugung von monoklonalen Antikorpern gegen das 
Peptid CysGI nGI nftl nThrAI aProLysAlaProThxGlu 

Zwei Mause werden jeweils mit einer Emulsion aus 0, 1 ml 
10 Konjugat aus Beispiel 10 und 0,1 ml Oladjuvans (MISA 50, Fa. ■ 
Seppic, FR) s.c. injiziert. Zwei, vier und sechs Wochen nach 
der Erstin jektion erfolgen Boosterin jektionen mit gleicher 
Menge. Drei Tage nach der letzten In jektion werden die Tiere 
getotet und die Milz isoliert. Die Zellen aus der Milz werden 
15 nach ublichen Verfahren isoliert und mit einer permantenten 
murinen Zellinie fusioniert. Aus den Fusionsprocukten werden 
Zellinien selektioniert , die Antikorper gegen das Peptid 
CysGlnGlnGlnThrAlaProLysAlaProThrGlu bilden . 

20 Beispiel 13 : Tmmunologi seller Hachweis von L. monocytogenes 

a) Vorkultur und Zentrifugation der Bakterien : 

10 ml CASO-Bouillon werden mit Material aus mehreren 
25 Kolonien von L. monocytogenes angeimpft und bei 30 °C liber 

Nacht inkubiert. AnschlieBend wird je 1 ml der Kultur 
entnommen. Die Bakterienzellen werden abzentrifugiert 
(13000 UpM; 5 Min. ) . 

30 
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b) Identif i z ie rungs reakt ion : 

Je 300 |Xl der Uberstande aus dem vorigen Arbeitsschritt 
werden in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipet- 
tiert land bei 4 °C uber Nacht inkubiert. Anschliefiend wird 
je dreimai mit je 100 |Xl Waschldsung (9 g/1 NaCl und 
0,05 % Tween 20 in Wasser) gewaschen. In die Vertiefungen 
werden nun je 100 |Il Antiserum hergestellt nach Beispiel 
11 pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur inku- 
biert. Es wird erneut je dreimai mit je 100 |ll Wasch- 
ldsung gewaschen. Dann werden in jede Vertiefung je 
100 (ll .mit alkalischer Phosphatase markierter anti-kanin- 
chen Antikorperlosung (Art. Nr. A 8025/ Fa. Sigma) pipet- 
tiert und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert- Die 
Vertiefungen werden erneut mit je 100 |ll Waschldsung 
gewaschen und anschlieftend der gebundene enzymmarkierte 
Antikorper nachgewiesen . Dazu werden 200 \±± einer Puffer- 
losung mit Substrat (Art. -Nr. 14001, Fa. Merck) 
eingefullt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Reaktion wird durch Zugabe von je 100 |il 2 N NaOH- 
L5sung (Art. Nr. 9136, Fa. Merck) abgestoppt und das 
Reakt ionsprodukt sichtbar gemacht. Eine gelborange 
Farbung zeigt die Anwesenheit von L. monocytogenes an. 

Beispiel 14 : Spezifischer Kachweis von L. monocytogenes mit- 
tels Immunoblot 

Bakterien werden wie in Beispiel 13a) beschrieben vorkulti- 
viert und die Zellen aJbzentrifugiert . Die abzentrifugierten 
Zellen werden in 1 ml phosphatgepuf ferter Saline aufgenommen 
und suspendiert. 2 p.1 dieser Suspension werden auf eine 
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Nitrocellulosemembran (Hybond C, 0,45 |im, Art. Nr. RPN 283 C, 
Fa. Amersham) pipettiert. Nachdem die Losung eingetrocknet 
ist, wird die Membran fur eine Stunde bei Raumtenperatur mit 
einer Losung von Rindersenamalbumin (10 g/1) in phosphatge- 
pufferter Saline behandelt. Es wird eine Verdiinnung (1:200) 
des in Beispiel 11 erhaltenen Antiserums mit einer Losung von 
Rinderserumalbumin (10 g/1) und Tween 20 (0,5 g/1) in 
phosphatgepuf ferter Saline (Antikorperlosung A) , sowie eine 
weitere Verdiinnung (1:500) von peroxidasemarkiertem anti-Ka- 
ninchen Antikorper (anti Rabbit IgG, Art. Nr. 68-397; Fa. ICN 
Immuno Biologicals) mit demselben Verdunnungsmittel (HRP— 
Antikorperlosung) vorbereitet . Die Membran wird eine Stunde 
bei Raumtemperatur mit- Antikorperlosung A inkubiert und 
anschlieftend dreimal mit phosphatgepuf ferter Saline mit 
0,05 % Tween 20 gewaschen. Urn die Antikorperbindung nachzu- 
weisen, wird die Membran anschliefiend eine Stunde bei 
Raumtemperatur mit HRP-Antikorperlosung inkubiert und je 
dreimal mit a) Tween 20 (0.5 g/1) in phosphatgepuf ferter 
Saline, b) mit phosphatgepuf ferter Saline und c) mit TRIS- 
Puffer (50 mM; pH 7,4; mit 200 mM NaCl) gewaschen. Fur die 
Farbreaktion wird eine Losung von 4-Chloro-l-naphthol 
(3 mg/ml in Methanol) mit funf Volumen TRIS-Puffer (50 mM; pH 
7,4; mit 200 mM NaCl) verdiinnt und Wasserstof fperoxid zuge- 
setzt (Endkonzentration 0,1 g/1) . Die Membran wird in dieser 
Substrat losung inkubiert. Eine blauschwarze Farbung zeigt L. 
monocytogenes an. 
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Tabell 1 : Spezifit&t der Polymerase-Kett.en-ReaktJ.on bei 
Venrandung verschi edener Primer entsprechend 
Formal I la- 1 lb 



5 Kombination: ABC D EFGH 

Primer 1: lid lid Ilg lie Ilf Ha Ilh M3> 

Primer 2:^ He lib lib lib lib lib lib lib 



untersuchte Reaktion 
10 Bakterien: 




L. monocytogenes 







Serovar 


l/2a 


EGD 


+ 






+ 




+ 




+ 






Serovar 


l/2a 


Mack. 2) 


+ 






+ 


_ 


+ 


_ 


+ 


15 




Serovar 


l/2b 




i, 


I 

T 




_1_ 
I 




T 










Serovar 


l/2c 




+ 


+ 




+ 




+ 










Serovar 


3a 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


3b 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


3c 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 


20 




Serovar 


4a 




+ 


+ 




+ 




+ 










Serovar 


4ab 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


4b 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


4c 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


4d 






+ 




+ , 




+ 




+ 


25 




Serovar 


4e 




+ 


+ 




+ 




+ 




+ 






Serovar 


7 




+ 


+ 




+ 








+ 




L. 


ivanovii 










+ 


+ 


+ 




+ 




L. 


seeligeri 










+ 


+ 


+ 




+ 




L. 


innocua 






















30 




Serovar 


6a 








+ 


+ 




+ 




+ 






Serovar 


6b 








+ 


+ 




+ 




+ 






Serovar 


4ab 








+ 


+ 




+ 
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Kombination: 
Primer 1 : 
Primer 2: 1 * 



ABC 
I Id lid Ilg 
He lib lib 



D E F G H 
He Hf Ha Hh M3) 
lib lib lib lib lib 



untersuchte Reaktion 
Bakterien : 



L. welshimeri 
L. murrayi 
10 L. grayi 

Enterococcus f aecalis 
Bacillus cereus 
Micrococcus flavus 



+ 
+ 
+ 



+ 

+ 
+ 
+ 
+ 



+ 
+ 



+ 
+ 
+ 



15 Leaende : 

+ PCR-Produkt nachgewiesen 

- kein PCR-Produkt nachweisbar 

1) komplementare Sequenz 

2) Mack. : Stamm Machaness 

20 3> M - Mischung aus Primern nach Formel lid, Hf, Ilg und Hh; 
Amplif ikationsprodukte konnen aufgrund des Molekularge- 
wichtes dif ferenziert werden. 



25 



30 
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Merck Patent Geaellschaft 
mit beach r^nlcter Haftung 

6100 Darmstadt 

5 

Patentanspruche 

1. Primer, ausgewahlt aus dem iap-Gen (invasion associated 
protein) , fur die Amplif ikation von Nukleinsauren, 
gekennzeichnet durch eine Sequenz nach einer der Formeln 
Va bis ..Vh und/oder einer zugehorigen Komplementarsequenz, 





X X AATATGAAAAAAGCX 2 


Va 


15 


XI GCTTCGGTCGCGTAX 2 


Vb 




X1ACAGCTGGGATTGCX2 


Vc 




X 1 ACTGCTAACACAGCTX 2 


Vd 




XI TAACAGCAATTCAAGX 2 


Ve 




Xi CTGAGGTAGCGAGCX 2 


Vf 


20 


XiAGCACTCCAGTTGTTAX 2 


Vg 




XiGCAGTTTCTAAACCTX 2 


Vh 




worin 

25 Xi und X 2 jeweils unabhangig voneinander Wasserstoff, 

ein beliebiges Nukleotid Oder ein beliebiges 
Oligonukleotid mit bis zu 20 Nukleotidbau- 
steinen 

30 bedeuten. 
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2. Primer, gekennzeichnet durch eine Sequenz nach einer der 
Formeln Ila bis Ilh. 





GTCGACTGAATATGAAAAAAGCAAC 


Ila 


5 


TTGGCTTCGGTCGCGTAGAATTCATA 


lib 




GCTACAGCTGGGATTGCGGT 


lie 




CAAACTGCTAACACAGCTACT 


lid 




CAATAACAGCAATTCAAGTGC 


He 




T AAC TGAGG T AGC GAGCGAA 


Ilf 


10 


ACTAGCACTCCAGTTGTTAAAC 


ng 




CCAGCAGTTTCTAAACCTGCT 


Ilh 



3. Peptid, ausgewahlt- aus dem Protein p60, gekennzeichnet 
durch eine Sequenz nach einer der Formeln Via bis Via, 

15 



X3 Se r Thr P r o Va 1A1 aP r oThr X< VT a 

X3ThrGlnAlaThrThrProAlaProLysValX< VTb 

X3AlaIleLysGlnThrAlaAsnThrAlaX4 Vic 

20 X^GlnGlnThrAlaProLysAlaProThrX 4 VI 




worin 



X 3 und X 4 jeweils unabhangig voneinander Wasserstoff, 
25 eine beliebige Aminosaure oder ein beliebiges 

Oligopeptid mit bis zu 7 Aminosauren 

bedeuten . 

30 
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10 



4. Peptid nach Anspruch 3/ gekennzeichnet durch eine Sequenz 
nach einer der Formeln IVa bis IVf . 

ValSerThrProValAlaProThrGln IVa 

ThrThrGlnAlaThrThrProAlaProLysValAla IVb 

LeuAlalleLysGlnThrAlaAsnThrAlaThr IVc 

GlnGlnGlnThrAlaProLysAlaProThrGlu TVd 

SerThrProValAlaProThrGlnGluValLysLys IVe 

ProValAlaProThrGlnGluValLysLys IVf 

5. Verwendung eines Peptides nach einem der Anspruche 3-4 
zur Herstellung von immunogenen Konjugaten. 



6. Antikorper, der spezifisch gegen ein Isotop cerichtet 
15 ist, welches von einem Peptid nach einem der 

Anspruche 3-4 gebildet wird. 

7 . Verwendung eines Primers nach einem der Anspruche 1-2 fur 
den Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria. 

20 

8. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gatcung Listeria 
mittels Nukleinsaureamplif ikation, dadurch gekennzeich- 
net, daB ein Primer nach einem der Anspruche 1-2 verwen- 
det wird. 

25 

9. Verwendung eines Antikorpers nach Anspruch 6 fur den 
Nachweis von Bakterien der Gattung Listeria . 

10. Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gatcung Listeria 
30 mittels mittels einer Immunreaktion, dadurch gekennzeich- 
net, dafi ein Antikorper nach Anspruch 6 verwendet wird. 
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11. Testzusammenstellung zum Nachweis von Bakterien der 
Gattung Listeria mittels Polymerase— Ketten— Reaktion, 
dadurch gekennzeichnet, dafi darin ein Primer nach einem 
der Anspruche 1-2 enthalten ist. 

5 

12. Testzusammenstellung nach Anspruch 11 zum Nachweis von 
Bakterien der Art Listeria monocytogenes. 

13. Testzusammenstellung zum Nachweis von Bakterien der Art 
10 Listeria monocytogenes mittels Immunoassay, dadurch 

gekennzeichnet , daft darin ein Antikorper nach Anspruch 6 
enthalten ist. 



15 



20 

'mi 

25 



30 
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Zusamnanf as sung 



Die Erfindung betrifft Mittel unci Verfahren zum Nachweis von 
Bakterien der Gattung Listeria, insbesondere von L. monocyto- 
genes. Zu den erf indungsgemaBen Mitteln gehoren Primer, deren 
Sequenz aus dem iap— Gen von L . monocytogenes ausgewahlt ist. 
Weiterhin gehoren zu den erf indungsgemaBen Mitteln Peptide, 
deren Sequenz aus dem p60-Protein ausgewahlt ist, und die 
geeignet sind, spezifische Antikorper fur den immunologischen 
Nachweis von L. monocytogenes zu erzeugen. 
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Fig. 1 
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